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Die Erfindung betrifft eine pharmazeutische Zusammensetzung zur Beeinflussung der Angiogenese. 
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Beeinflussung der Angiogenese durch CD66a 

Die Erfindung betrifft eine pharmazeutische Zusammensetzung 
zur Beeinflussung der Angiogenese. Im einen Fall kann durch 
Verabreichung von CD66a oder Substanzen, die die Bildung von 
CD66a initiieren, die Angiogenese gefSrdert werden, wahrend im 
anderen Fall durch die Verwendung von Substanzen, die die 
Interaktion zwischen CD66a und CD66a-Liganden verhindern, die 
Angiogenese gehemmt werden kann. 

Die Ausbildung von BlutgefaSen (Angiogenese) ist fur viele 
Krankheiten ein wichtiger Schritt, der einerseits zur Heilung 
beitragen kann, aber auch in anderen Fallen 
wunschenswerterweise unterbunden werden soli. Eine F6rderung 
der Angiogenese ist beispielsweise fur Herz-Kreislauf - 
Krankheiten, z.B. zur Behandlung von Angina pectoris oder 
Herz- bzw. Hirninfarkten, sehr wttnschenswert. Andererseits ist 
die Hemmung der Gef afcversorgung maligner solider Tumore bei 
Mensch und Tier ein vielversprechender Ansatz in der Tumor- 
therapie. Angiogeneseinhibi toren, wie beispielsweise 
Endostatin, greifen direkt normale und daher genetisch stabile 
Endothelzellen der BlutgefaSe, die einen Tumor versorgen, an, 
bringen diese zum Absterben und unterbinden somit die 
Versorgung der T^norzellen mit nahrstof fhaltigem Blut (vgl. 
Kerbel, R. , Nature, 390, S. 335ff., 1997). Dadurch kommt 
einer Regression von BlutgefaSen und Turmormasse. Da die 
Endothelzellen im Gegensatz zu den Tumorzellen genetisch 
stabil sind, kommt es nicht zur Ausbildung von Resistenzen, 
wie es beispielsweise bei der direkt gegen die Tumorzellen 
gerichteten Cytostatikatherapie der Fall ist. Durch ^Hemmung 
der Angiogenese lie* sich in experiment ell en Modellen das 
Wachstum menschlicher Tumore blockieren. Inzwischen befinden 
lich einige Angiogenesehemmer in der klinischen Erprobung 
(vgl. Hanahan et al . , Cell 86, 353-364 (1996)). 
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Die Versorgung von Geweben mit neuen Gefafien ist ein komplexer 
ProzeS, an dem eine Vielzahl von Biomolekiilen beteiligt ist. 
Tumore produzieren beispielsweise losliche Mediatoren, die die 
Ausbildung neuer GefaSe initiieren. Im weiteren Verlauf der 
Angiogenese spielen Adhasionsmolekiile eine zentrale Rolle, die 
die Kommunikation von GefaSzellen untereinander und mit dem 
umgebenden Bindegewebe steuern. Schliefilich sind an der 
Neubildung von GefaSen auch verschiedene Proteinasen 
beteiligt . 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine 
Moglichkeit bereitzustellen, die Angiogenese je nach Bedarf 
fordern oder hemmen zu konnen. Im Fall der Hemmung der 
Angiogenese soli damit eine Form der Krebstherapie ohne Resi- 
stenzentwicklung bereitgestellt werden, d.h. es soli insbeson- 
dere in die einen Tumor begleitende Angiogenese im Sinne einer 
Reduktion bzw. Hemmung eingegriffen werden. 

ErfindungsgemaS wird diese Aufgabe durch die Gegenstande der 
Patentanspruche gelost. 

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist insbesondere ein 
pharmazeutische Zusammensetzung, die sich zur Regulierung der 
Angiogenese eignet. Eine solche Zusammensetzung umfaSt: 

(a) zur positiven Regulierung 

ein oder mehrere Stoffe von 

CDeSa, CD66a-Fragmenten oder von CD66a 
abgeleitete Glykostrukturen, oder CD6 6a- 
Liganden, Ligandenf ragmenten oder daraus 
abgeleiteten Strukturen, sowie Substanzen, die 
die Expression von CD66a oder CD66a-Ligand 
induzieren 



oder 



(b) zur negativen Regulierung 

ein oder mehrere Stoffe von 



t 
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Substanzen, die die Wechselwirkung zwischen 
CD66a und CD66a-Liganden hemmen, oder 
Substanzen, die die Expression von CD66a oder 
CD66a-Ligand hemmen. 

Das Protein CD66a, das auch als biliares Glykoprotein (BGP), 
-transmembrane carbonembryonic antigen" oder humanes C-CAM 
bezeichnet wird, ist ein spezielles Adhasionsmolekul . Im 
folgenden wird die Bezeichnung CD66a verwendet. Das CD66a 
codierende Gen wurde bereits cloniert (Hinoda et al . , PNAS 85, 
6959-6963, 1988). Die Anmelder der vorliegenden Anmeldung 
beschrieben bereits 1991 den weltweit einzigen CD66a- 
spezifischen monoclonal en Antikorper (Drzeniek et al., Cancer 
Letters 56, 173-179 (1991); Stoffel et al . , J. Immunol. 150, 
4978-4984 (1993)). Dieser Antikorper wird als 4D1/C2 be- 
zeichnet und wurde am 22. Oktober 1998 bei der DSMZ (Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) , Mascheroder 
Weg, Braunschweig unter der Hinterlegungsnummer DSM ACC2371 
hinterlegt . 

itoerraschenderweise wurde nun gefunden, daS der Faktor CD66a 
in Tumorkapillaren exprimiert wird, wahrend die Blutgefafie der 
entsprechenden Normalgewebe negativ sind. 

in einem humanen Leydig-Zell-Tumor liefien sich die einzelnen 
Stadien der Gef afineubildung genau verfolgen. Hierbei wurde 
gefunden, daS bestimmte Stadien der Gef afineubildung mit dem 
Auftreten der folgenden Faktoren korreliert werden konnen: 

1. Proliferation von Endothelzellen: VEGF (vascular 
endothelial growth factor) , VEGF -Re zep tor en 

2. Ausbildung von Gefafclumina: CD66a 

3. Nachster Dif f erenzierungsschritt : Endostatin 

4. Nachster Dif f erenzierungsschritt : Angiostatin 

Es konnte in jungsten Versuchen der Erfinder mit 
Huhnerembryonen gezeigt werden, da* CD66a ein potenter 
angiogenetischer Faktor ist und die GefaSneubildung be, 
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Normal- und Tumorgewebe fordert. 

Es konnte ebenfalls gezeigt werden. daS durch einen gegen 
CD6 6 r gerichteten Antikarper die Blockierung von CD 6a 
er otgte und die Kapillarbildung, die «r ein — ™ 
"twendig ist. gehemmt wird. Ein Tumorwachstum kann nrcht mehr 

stattf inden. 

nn« fia last sich in menschlichen Turcoren in neugebildeten Blut- 
CD66a last sicn j.fj.i.rten Differenzie- 

„ =fsten (Kapillaren) in einem defimerten 

, Jer namlich im Stadium der Lumenbildung. nachwexsen. 
r 9 ilr ^ ^ Dif ferenzierungsmodell bemmt ein monoclo- 
raler Seea-lti^rpe, die Ausbildung von G e t a S rohren (tube 
7 Jon, durch humane Endothelzellen. Diese Ergebmsse 
formatxon, durch „ esentliche Rolla bei der Angiogenese 

bel T' A r s der Egression von CD66a in TumorgefaSen und der 
spl elt. *» der ^ xp kapillSrer str ukturen in-vitro durch 

" monoolonalen 'cDeea-Antikarper folgt. da* durch 

emen monoclonaxen Tumorangiogenese 
funktionelle Blockierung von CD66a die 

gehemmt werden kann. 

h » mit Transfektomen haben gezeigt. daS CD66a an sich 

der CD66-FamiJ-ie 7e iir>ol sowie die Hemmung 

^VvMrfeten Endothelien am basalen Zelipoi 

der Kapillarbildung ist ein Indiz dafUr. da* CD66a «t 
Bestandteilen der extrazellularen Matrix mteragrert. 

die einerseits erf indungsgemaB beabsichtigte Hemmung von 
IZet sinHnsbesondere AntikSrper. Peptide, Proteine Oder 
CD66a sma x mehrere der 

andere Agentien, dxe ^»f"* ~ ^ Liganden binde n. 
f,,nktionellen Domanen von CD66a Oder seiner nig 
funktxonelle mono klonale AntikSrper, dre gegen 

9 Z * funktlonell bedeutsame Domanen von CD66a gerichtet 
adhasrve, f ^ ktl ° n ^ CD66a olyk ostrukturen, di. 

^^gere^h wirLTIein kannen. so z.B. L ewisX und Sialyl- 
^x^ppI Bevorzugt wird der oben bereit^ e = 
clonale CD66a-Antik6rper 4D1/C2 verwendet. Dadurch kommt 
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einer Heiranung der Tumorangiogenese tiber eine funktionelle 
Inaktivierung von CD66a. Die funktionelle Inaktivierung von 
CD66a erfolgt dabei durch Heiranung der Wechselwirkung zwischen 
CD66a und moglichen Liganden. Hierbei werden Strukturen 
blockiert, die die Interaktion vermitteln. Ferner konnen auch 
16sliche Liganden bzw. losliche Ligandendomanen eingesetzt 
werden, urn die Interaktion zu blockieren. Die Erfindung 
betrifft auch die Verwendung rekombinanter Domanen, die einem 
CD66a-Fragment entsprechen, sowie Fragmente von Antikorpern, 
die im wesentlichen mit dem Epitop von CD66a reagieren. 
Dadurch wird die von CD66a ausgehende Signalkette blockiert. 
Die eingesetzten Verbindungen konnen auch in geeigneter Weise 
modifiziert werden, so daS sie z.B. irreversibel an den 
Rezeptor binden. 

Fur die andererseits erf indungsgemafi beabsichtigte Forderung 
der Angiogenese sind insbesondere CD66a als Gesamtmolekiil , 
CD66a-Domanen sowie spezifische Glykostrukturen von CD66a 
geeignet. In diesen Fallen wird die losliche Molekttlf orm an 
Orten des Korpers appliziert, an denen eine Angiogenese ausge- 
lost werden soli (z.B. im Herzmuskel) . Ferner kann auch eine 
DNA Verwendung finden, die ftir CD66a oder Teile des CD66a- 
Proteins kodiert. Die DNA kann auch in Vektoren integriert 
sein # die in der Gentherapie gebrauchlich sind (z.B. 
Adenoviren) . Auch durch Gabe von einfacher Plasmid-DNA kann 
eine Synthese des Proteins erreicht werden. Die positive 
Beeinf lussung der Angiogenese wird durch eine Forderung der 
Interaktionen zwischen CD66a und CD96a-Liganden bewirkt . 

Verfahren zur Gewinnung oben erwahnter Antikorper, die zur 
Heiranung der Angiogenese eingesetzt werden konnen, sind dem 
Fachmann bekannt und umfassen beispielsweise beziiglich 
polyclonaler Antikorper die Verwendung von CD66a oder eines 
Fragments davon als Immunogen zur Immunisierung geeigneter 
Tiere und die Gewinnung von Serum. Verfahren zur Herstellung 
monoclonaler Antikorper sind dem Fachmann ebenfalls bekannt. 
Dazu werden beispielsweise Zell-Hybride aus Antikorper 
produzierenden Zellen und Kno chenmark- Tumor z el len 
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(Myelomzellen) hergestellt und cloniert. Anschlie&end wird ein 
Clon selektioniert, der einen Antik6rper produziert, der fur 
CD66a spezifisch ist. Dieser AntikSrper wird dann gemafc 
Standardverfahren hergestellt. Beispiele von Zellen, die Anti- 
korper produzieren, sind Milzzellen, Lymphknotenzellen, B- 
Lymphozyten etc.. Beispiele von Tieren, die zu diesem" Zweck 
immunisiert werden kSnnen, sind Mause, Ratten, Pferde, Ziegen 
und Kaninchen. Die Myelomzellen lassen sich aus Mausen, 
Ratten, Menschen oder anderen Quellen erhalten. Die Zellfusion 
kann man beispielsweise durch das allgemein bekannte Verfahren 
von Kohler und Milstein durchfiihren. Die durch Zellfusion 
erhaltenen Hybridome werden mittels CD66a nach dem Enzym- 
Antikorper-Verfahren oder nach einem ahnlichen Verfahren 
abgesucht. Clone werden beispielsweise mit dem Grenz- 
Verdiinnungsverfahren erhalten. Die erhaltenen Clone werden BA- 
LB/c-Mausen intraperitoneal implantiert, nach 10 bis 14 Tagen 
wird der Ascites der Maus entnommen, und der monoclonale 
Antikorper durch bekannte Verfahren (beispielsweise Ammoni- 
um s u 1 f a t f r a k t i o n i e r u n g , PEG-Fraktionierung, 
ionenaustauschchromatographie , Gelchromatographie oder 
Affinitatschromatographie) gereinigt. Der gewonnene Antikorper 
kann direkt verwendet werden oder es kann ein Fragment davon 
verwendet werden. In diesem Zusammenhang bedeutet der Begriff 
"Fragment" alle Teile des AntikSrpers (z.B. Fab-, Fv- oder 
"single chain Fv" -Fragmente ) , welche die gleiche 
Epitopspezifitat wie der vollstandige Antikorper aufweisen. 

In einer Aus fiihrungs form ist der genannte monoclonale 
AntikSrper ein aus einem Tier (z.B. Maus) stammender 
AntikSrper, ein humanisierter AntikSrper oder ein chimarer 
AntikSrper oder ein Fragment davon. Chimare, menschlichen 
AntikSrper ahnelnde oder humanisierte AntikSrper besitzen exne 
herabgesetzte potentielle Antigenitat, jedoch ist ihre 
Affinitat gegeniiber dem Ziel nicht herabgesetzt . Die 
Herstellung von chimaren und humanisierten Antikorpem bzw. 
von den menschlichen Antikorpem ahnelnden AntikSrpem wurde 
ausfiihrlich beschrieben (Noguchi, Nippon Rinsho, 1997, 55(6), 
S 1543-1556; van Hogezand, Scand. J. Gastroenterol. Suppl. 
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1997, 223, S. 105-107). Humanisierte Immunglobuline weisen 
variable Grundgerus there iche auf, die im wesentlichen von 
einem humanen Immunglobulin stammen (mit der Bezeichnung 
Akzeptor-Iiranunglobulin) und die Komplementaritat der deter- 
minierenden Bereiche, die im wesentlichen von einem nicht- 
menschlichen Immunglobulin (z.B. von der Maus) stammen (mit 
der Bezeichnung Donor- Immunglobulin) . Die (der) konstante(n) 
Bereich(e) stammt/ stammen, falls vorhanden, auch im 
wesentlichen von einem menschlichen Immunglobulin. Bei der 
Verabreichung an menschliche Patienten bieten die 
erf indungsgemafien humanisierten (sowie die menschlichen) anti- 
CD66a-Antik6rper eine Reihe von Vorteilen gegeniiber 
Antikorpern von Mausen oder anderen Spezies: (a) das 
menschliche Immunsystem sollte das Grundgerust oder den 
konstanten Bereich des humanisierten Antikorpers nicht als 
fremd erkennen und daher sollte die Antikorper-Antwort gegen 
einen solchen injizierten Antikorper geringer ausf alien als 
gegen einen vollstandig fremden Maus -Antikorper oder einen 
partiell fremden chimaren AntikSrper; (b) da der 
Ef fektorbereich des humanisierten Antikorpers menschlich ist, 
dtirfte er mit anderen Teilen des menschlichen Immunsystems 
besser interagieren, und (c) injizierte humanisierte 
Antikorper weisen eine Halbwertszeit auf, die im wesentlichen 
zu der von natiirlich vorkommenden menschlichen Antikorpern 
Equivalent ist, was es erlaubt, kleinere und weniger haufige 
Dosen im Vergleich zu Antikorpern anderer Spezies zu 
ver abr e i chen . 

Die vorstehend beschriebene konventionelle Technologie kann 
auch durch die Verwendung rekombinatorischer Phagen-Libraries 
erganzt oder ersetzt werden (Felici et al., Biotechnol. Rev. 
1, S. 149-183 (1995); Hoogenboom et al . , Immunotechnology 4, 
S. 1-20 (1998)). Rekombinante Phagenlibraries konnen in den 
Antigen-bindenden Regionen der von Phagen prasentierten 
AntikQrperfragmente zufallige Peptidstrukturen aufweisen. Der 
Vorteil dieser Technologie liegt u.a. darin, daS in klonierten 
Phagen die Information iiber die Aminosauresequenz der Antigen- 
Bindungsstrukturen unmittelbar vorliegt. 
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Die Domanen von CD66a bzw. der CD66a-Liganden, deren 
Blockierung eine funktionelle Inaktivierung von CD66a bewirkt, 
kSnnen in beliebiger Weise rekombiniert werden und in Molekule 
eingebaut, die zu therapeutischen Zwecken geeignet sind, 
verwendet werden (z.B. zur Erreichung besserer immunologischer 

Vertraglichkeit) . Die reaktiven Domanen konnen auch gemafc 
molekularbiologischer Standardmethoden, z.B. bakteriell oder 
in Insektenzellen, exprimiert werden. 

Vorzugsweise kann die Hemmung der Interaktion zwischen CD66a 
und potentiellen Liganden auf folgenden Wegen erfolgen 
(negative Regulierung) : 

Hemmung durch AntikSrper und -fragmente gegen die 
funktionelle Domane von CD66a 

Hemmung durch Antikorper und -fragmente gegen die 
funktionellen Domanen der CD66a-Liganden 
Hemmung durch die funktionelle Domane von CD66a 
Hemmung durch die funktionelle Domane der CD66a- 
Liganden 

Hemmung der endogenen Bildung von CD66a oder CD66a- 
Liganden durch Einsatz von Anti-Sense- 
Oligonukleotiden. 

Vorzugsweise kann die FSrderung der Interaktion zwischen CD66a 
und potentiellen Liganden auf folgenden Wegen erfolgen 
(positive Regulierung) : 

Applikation des nativen, mittels biochemischer 
Methoden gereinigten Molekiils 
Applikation rekombinanter CD66a-Fragmente 
Applikation angiogenetisch aktiver, aus CD66a 
isolierter Glykostrukturen 

Applikation vollsynthetisch oder teilsynthetisch 
hergestellter Glykostrukturen, deren Struktur aus 
angiogenetisch aktiven Glykostrukturen von CD66a 
abgeleitet wurde, 
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Applikation einer DNA, die fur das vollstandige 
CD66a-Protein davon kodiert, in Form von geeigneten 
Vektoren oder Plasmiden 

Applikation einer DNA, die fur Isoformen oder 
Fragmente von CD66a kodiert, in Form von geeigneten 
Vektoren oder Plasmiden. 



Die erf indungsgemaSen pharmazeutischen Zusammensetzungen 
konnen auf jedem beliebigen Weg verabreicht werden, der 
geeignet ist, das beabsichtigte Gewebe zu erreichen. Bevorzugt 
erfolgt die Verabreichung parenteral, bevorzugt oral, 
intravenos oder intratumoral . Zur Verabreichung wird die 
Substanz in einer fur die jeweilige Verabreichungsart geeig- 
neten Formulierung unter Zuhilfenahme entsprechender ublicher 
pharmazeutischer Exzipientien verwendet. Die Entwicklung oral 
applizierbarer Pharmaka erfolgt auf zwei Wegen. Zum einen kann 
die Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor z.B. durch 
Rontgenstrukturanalyse oder NMR-Spektroskopie modelliert 
werden. Zum anderen konnen chemische kombinatorische Libraries 
(Myers, Current Opinion in Biotechnology 8, S. 7 01-717 (1997) 
verwendet werden. Hier wird die Interaktion des Liganden bzw. 
Rezeptors mit zunachst weitgehend zufallig zusammengestellten 
chemischen Verbindungen untersucht . Wenn eine Bindung 
nachgewiesen wurde, lassen sich die Bindungseigenschaf ten 
durch Auswahl ahnlicher Verbindungen naher eingrenzen. 

Die Dosierung und die Posologie der Verabreichung der 
erf indungsgemaEen Verbindungen wird vom Arzt anhand der 
patientenspezif ischen Parameter wie z.B. Alter, Gewicht, 
Geschlecht, Schwere der Erkrankung, etc. bestimmt. 

Entsprechend der Art der Verabreichung wird das Medikament in 
geeigneter Weise formuliert, z.B. in Form von Losungen, 
Suspensionen, als Pulver, Tablette oder Kapsel oder 
Injektionsprfiparate, die nach tiblichen galenischen Verfahren 
hergestellt werden. 



Die Infusions- oder Injektionslosungen sind bevorzugt wafirige 
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L6 sung en oder Suspensionen, wobei es mSglich ist, diese vor 
Gebrauch herzustellen, beispielsweise aus lyophilisierten 
Praparaten, die den Wirkstoff alleine oder zusanunen mit einem 
Trager, wie Mannit, Lactose, Glucose, Albumin und dergleichen, 
enthalten. Die gebrauchsf ertigen Losungen werden sterilisiert 
und gegebenenfalls mit Hilfsmitteln vermischt, beispielsweise 
mit Konservierungsstoffen, Stabilisatoren, Emulgatoren, 
Losungsvermittlern, Puffern und/oder Salzen zur Regulierung 
des osmotischen Drucks . Die Sterilisierung kann durch 
Sterilfiltration durch Filter mit einer kleinen PorengroSe 
erzielt werden, wonach die Zusammensetzung gegebenenfalls 
lyophilisiert werden kann. Antibiotika konnen auch zugesetzt 
werden, urn die Beibehaltung der Sterilitat zu unterstutzen. 

Die pharmazeutischen Zusammenset zungen enthalten eine 
therapeutisch wirksame Menge einer oder mehrere oben 
angegebener Wirksubstanz (en) zusammen mit ublichen Hilfs- und 
Tragerstof fen. Diese sind bevorzugt organische oder anorgani- 
sche fliissige pharmazeutisch vertragliche Trager, die fur die 
beabsichtigte Verabreichung geeignet sind, und die mit den 
aktiven Inhaltsstof f en nicht nachteilig wechselwirken. 

Die erfindungsgemafcen pharmazeutischen Praparate werden in 
Dosiseinheitsformen abgegeben, beispielsweise als Ampullen. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Produktion einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung, die dadurch gekennzeichnet 
ist, dafi die erf indungsgemaSe Verbindung mit einem 
pharmazeutisch vertraglichen Trager vermischt wird. 

"Substanzen, die die Expression von CD66a oder CD66a-Ligand 
hemmen" werden bevorzugt auf gentherapeutischem Weg 
verbreicht, indem in Tumorzellen beispielsweise anti-sense 
Oligonukleotide zu CD66a und/oder CD66a-Ligand eingebracht 
werden. Diese Oligonukleotide sind von den bekannten Seguenzen 
far CD66a oder CD66a-Ligand abgeleitet (Hinoda et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci USA 85, S. 6959 (1988)). Die anti-sense 
Oligonukleotide konnen auch die Gr6Se einer RNA ereichen, die 
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zu Bereichen der mRNA des Gens komplementar ist und an diese 
bindet. Es entsteht dann ein Duplexmolektil , das der 
Translation der mRNA entzogen ist. Damit kann eine Heramung der 
Genexpression erreicht werden. Der Ausdruck "anti-sense- 
Oligonukleotid" umfaSt jegliches DNA- oder RNA-Molektil, das 
komplementar zu Bereichen der CD66a-RNA oder CD66a-Ligand-RNA, 
insbesondere mRNA und ganz besonders Regulationselementen 
dieser, ist und durch Bindung an diese Bereiche eine Hemmung 
der Genexpression bewirkt. Die anti-sense-Oligonukleotide 
konnen als solche oder, wenn sie langer sind, in Form eines 
sie kodierenden Vektors bzw. Vektorkonstrukts , das gele- 
gentlich auch als "Minigen" bezeichnet wird, vorliegen. Ein 
solcher Vektor kann ein tiblicher Expressionsvektor sein. 
Giinstig kann es sein, wenn die Expression der fur sie 
kodierenden Sequenz unter der Kontrolle eines konstitutiven 
oder induzierbaren Promotors, wie eines Gewebe- oder Tumor- 
spezifischen Promotors, steht. Die Einbringung der anti-sense 
Molektile kann durch ubliche Verfahren erfolgen. Liegen die 
anti-sense-Oligonukleotide als solche oder in Form eines sie 
kodierenden Vektors vor, eignen sich z.B. Trans f ekt ions techni- 
ken oder es eignet sich z.B. eine Verpackung in Liposomen. 

"Substanzen, die die Expression von CD66a oder CD66a-Ligand 
induzieren", sind beispielsweise DNA-Molekule, die ftir CD66a 
bzw. angiogenetisch wirksame CD66a-Fragmente, oder aber ftir 
CD66a-Liganden bzw. angiogenetisch wirksame Liganden-Fragmente 
kodieren. Die Expression wird durch geeignete regulatorische 
Sequenzen gesteuert. Die Verabreichung der DNA erfolgt nach 
Protokollen, die einem Fachmann der Gentherapie bekannt sind. 
So kommt z.B. eine Verpackung der DNA in Viruspartikel (z.B. 
Adenoviren) , oder aber die Gabe von nackter Plasmid-DNA in 
Frage . 

Erf indungsgemaS kann mit der Angiogenese hemmenden 
pharmazeutischen Zusammensetzung das Wachstum aller soliden 
Tvimore des Korpers gehemmt werden, Beispiele sind epitheliale 
Tumore (z.B. Platten-, Zylinder-, Driisen-, Ubergangsepithel) , 
mesenchymale Tumore (z.B. Faser, Muskel, Knorpel und 
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Kochengewebe) , Mischtumoren (gemischt epithelial, gemischt 
mesenchymal, epithelial-mesenchymal) , Tumore der blutbildenden 
und lymphatischen Gewebe (Knochenmark, lymphatische Gewebe) , 
Tumoren der serosen Hohlen (z.B. Lungenfell, Herzbeutel, 
Bauchfell, Gelenkinnenhaut ) , Tumore des Nervensystem (z.B. 
Ganglienzellen, Neuroepi thel , Neroglia, Hirnhaute, 
Sympathikus, periphere Nerven) , Tumore des Magen-Darm-Trakts 
und Tumore einzelner Organe. Bevorzugt wird erf indungsgemafc 
das Wachstum von Tumoren der Bronchien und der Lunge, der 
Brust, der Leber, der Galle, der Pankreas, der Nieren und 
Harnorgane, des Magens, des Dickdarms, des Mastdarms, der 
Prostata und der Gebarmutter gehemmt. 

Erf indungsgemafi kann mit der Angiogenese-f Srdernden 
pharmazeutischen Zusammensetzung die Gef aSneubildung bei 
solchen Erkrankungen induziert werden, bei denen der 
krankhei tsbedingte VerschluS von Gefafien zu einer 
Minderversorgung des Gewebes mit Sauerstoff und Nahrstoffen 
fiihrt. Als Beispiele seien koronare Her z erkrankungen oder 
Minderdurchblutungen der Extremitaten bei Diabetikern, starken 
Rauchern oder Patienten mit hohem Blutdruck genannt. 

Die Erfindung wird anhand der Figuren naher beschrieben: 



Fig. 1 



Lokalisation von CD66a in den GefaSen eines humanen 
Leydig- Zell -Tumors . Die immunhistochemische Farbung 
wurde mit dem Antikorper 4D1/C2 durchgef uhrt . 



Fig. la: 



eine der angefarbten Tumor kapi liar en ist 
mit einem Pfeil markiert (x350) 



Fig. lb: 



Vergrofierung eines Bereichs aus Fig. la. 
Der Pfeil weist auf die Farbung einer 
Endothelzelle hin (x950) 



Fig. 2 



Chemotaktischer Effekt von CD66a (=BGP) auf HDMEC 



Fig. 3 



Proliferation von HDMEC nach der Stimulation mit 
CD66a (= BGP) 
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Fig. 4 Wirkung von CD66a auf die Ausbildung kapillarahn- 
licher Gefa&rohre in Zellkultur 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher 
erlautert . 



Beispiel 1 

Lokalisation von CD66a in Tumorkapillaren 

Unter Verwendung des monoclonalen Anti-CD66a-Antik6rpers 
4D1/C2 wurden Tumoren iminunhistochemisch gefarbt und licht- 
mikroskopisch untersucht. Hierbei wurde zusatzlich zu den zu- 
vor angewendeten immunhistochemischen Verfahren (Prall et al . 
(1996) , J. Histochem. Cytochem. 44, 35-41) eine Verstar- 
kungsmethode mit Nickel und Glukoseoxidase eingesetzt. Wei- 
terhin wurden nach immunhistochemischer Farbung mit dem mono- 
clonalen Antikorper 4D1/C2 elektronenmikroskopische Analysen 
durchgeftihrt (s. Fig. 1). 

Es wurden menschliche Hodentumoren, Hirntumoren sowie 
Prostata-, Harnblasen- und Nierenkarzinome immunhistochemisch 
untersucht. CD66a wurde in Endothelzellen und in der 
Basalmembran der Tumorkapillaren lokalisiert. Ausgereifte, 
nicht-prolief erierende ruhende GefaSe der untersuchten Organe 
waren negativ. Wird der Tumor nach funktionellen Gesichts- 
punkten in unterschiedliche zonale Abschnitte, namlich Tumor- 
zellen, Tumorrand und Tumorumgebung unterteilt, dann ist die 
positive Immunreaktion in den neuf ormierten Tumorkapillaren am 
Tumorrand zu finden. Dies deutet auf eine Funktion von CD66a 
in sehr friihen Phasen der Gef afineubildung (Neoangiogenese) 
hin. 



Beispiel 2 
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Wirkung von CD66a auf die Proliferation und Chemotaxe kul- 
tivierter Endothelzellen 

Urn die Wirkung von CD66a auf die Proliferation und Chemotaxe 
kultivierter Endothelzellen zu testen, wurde das Glykoprotein 
aus Membranfaktionen humaner Granulozyten gereinigt: Die 
Isolierung der Membranf raktion folgte etablierten Methoden 
(Drzeniek et al. (1991), Cancer Letters 56, 173-179; Stoffel 
et al. (1993), J. Immunol. 150, 4978-4984). Nach Extraktion 
der Membranglykoproteine mit einem nichtionischen Detergens 
wurden diese an einen immobilisierten monoclonalen CD66-Anti- 
korper gebunden und mit Glycin-HCl bei pH 2,2 eluiert. Das 
Eluat wurde nach Neutralisierung gel chroma tographisch liber 
Superdex 200 (Pharmacia) weiter getrennt. Die CD66a-positiven 
Fraktionen wurden gepoolt . Ve r unr e i n i gung en im 
niedermolekularen Bereich wurden mittels Ultrafiltration unter 
Verwendung eines Filters mit einem AusschluS von 100 kD abge- 
trennt. Mittels SDS-PAGE im Silbergel wurde in Verbindung mit 
einem Western-Blot gezeigt, daS der Oberstand ausschlieSlich 
CD66a enthielt. Diese Fraktion wurde fur Zellkulturversuche 
mit Endothelzellen verwandt. 

Die Versuche wurden mit zwei verschiedenen humanen Endo- 
thelzellf ormen durchgef uhrt , nanilich mit HUVEC- (human 
umbelical vein endothelial cells ) und HDMEC- (human dermal 
microvascular endothelial cells) Zellen. 

Die Wirkung von CD66a auf die Proliferation wurde in 
Monolayerkultur iiberpruft. Endothelzellen wurden in einer de- 
finierten Zahl auf eine Mikrotiterplatte ausgesat . Nach 72 
Stunden wurde die Zahl der Endothelzellen in stimulierten und 
nicht-stimulierten Kulturen verglichen. Es zeigte sich, daS 
CD66a die Proliferation beider Zellinien in dosisabhangiger 
Weise stimulierte. 

Die Wirkung von CD66a auf die Chemotaxe wurde in einem 
zweikammrigen Kultursystem (sog. Boyden-Chamber) untersucht. 
In der oberen Kammer werden die Zellen kultiviert, die untere 
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Kammer enthalt chemotaktische Substanzen. Die beiden Kairanern 
sind durch ein Polycarbonatf ilter getrennt, das einen 
Durchtritt der Zellen gestattet. Nach Zugabe von CD66a in die 
untere Kammer zeigte sich ein dosisabhangiger chemotaktischer 
Effekt auf beide Endothelzellinien. Die Wirkung von CD66a war 
mit der Wirkung von VEGF vergleichbar . Wie aus Fig. 2 
ersichtlich, besitzt CD66a (=BGP) ab einer Konzentration von 
100 ng/ml einen chemo takt i s chen Effekt. Bei einer 
Konzentration von 150 ng/ml ist die chemotaktische Wirkung nur 
geringfiigig geringer als die von VEGF (vascular endothelial 
growth factor) . 

Der chemotaktische Effekt von CD66a wurde auch in Kombination 
mit VEGF und bFGF ("basic fibroblast growth factor") 
analysiert. Der chemotaktische Effekt von VEGF bzw. bFGF wurde 
durch CD66a jeweils urn etwa 3 0% gesteeigert. 

Kultivierte humane mikrovaskulare Hautf ibroblasten wurden mit 
CD66a (=BGP) in Konzentrationen von 50, 100, 200, 400 und 600 
ng/ml inkubiert. Ab einer Konzentration von 200 ng/ml war eine 
proliferationssteigernde Wirkung von CD66a nachweisbar. Dies 
ist in Fig. 3 gezeigt. 

Mit der positiven Wirkung auf Proliferation und Chemotaxe 
erftillt CD66a die Hauptkriterien von Angiogenesef aktoren. 

Beisoiel 3 

Wirkung von CD66a auf die Ausbildung kapillarahnlicher 
GefaSrohre in Zellkultur. 

Die in Beispiel 2 beschriebenen Versuchsergebnisse legen die 
Annahme nahe, dafi CD66a kausal an der Ausbildung neuer GefaSe 
(Neoangiogenese) beteiligt ist. Urn diese Hypothese zu testen, 
waren Tierversuche am geeignetsten. Da es sich bei CD66a 
jedoch urn ein humanes Glykoprotein handelt, ist damit zu 
rechnen, dafi die Wirkung im Versuchstier aufgrund der 
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Speziesunterschiede nicht oder nur gering ausgepragt ist . Fur 
diese Annahme spricht der Befund, daS der monoclonale anti- 
CD66a-Antik6rper 4D1/C2 in menschlichen Geweben eine gute 
Reaktion zeigt. In den entsprechenden Geweben von Ratte und 
Maus ist die Reaktion schwach und nur schwer von einer unspe- 
zifischen Hintergrundreaktion zu unterscheiden. Der Antikorper 
4D1/C2 bindet anscheinend an eine antigene Struktur, die in 
dieser Form in Nagern nicht vorkommt, 

Um die durch Speziesunterschiede bedingten Probleme zu 
umgehen, werden Zellkulturmodelle verwendet, in denen Endo- 
thelzellen unter bestimmten Bedingungen zu Gefafirohren aus- 
wachsen, die neugebildeten Kapillaren entsprechen (engl.: 
"tube formation") . Hierzu werden die Zellen in Anwesenheit von 
spezifischen Wachs turns faktoren wie z.B. VEGF ("vascular 
endothelial growth factor") oder FGF-2 ("fibroblast growth 
factor") in einer bindegewebigen Matrix kultiviert. Diese 
Kulturform stellt eine gute Annaherung an in-vivo-Bedingungen 
dar . 

Um die Bedeutung von CD66a fiir die Kapillarbildung zu 
untersuchen, wurden HUVEC- und HDMEC- Zellen in dreidimensio- 
nalen Collagen-I-Gelen geziichtet. In Anwesenheit von Wachs- 
tumsfaktoren wie VEGF und FGF-2 bilden die Endothelzellen 
tubulare Strukturen aus, die neugebildeten Kapillaren ent- 
sprechen. In Anwesenheit des monoclonal en CD66a-Antik6rpers 
4D1/C2 wurde die Ausbildung von GefaSrohren gehemmt. Ein 
zweiter monoclonaler Antikorper, der gegen ein anderes Epitop 
auf CD66a gerichtet ist, hatte keinen Effekt auf die Ent- 
stehung von Tubuli. Diese Versuche belegen einen funktionellen 
Zusammenhang zwischen der Expression von CD66a und der 
Neubildung von kapillarahnlichen GefaErohren. Mit Hilfe des 
Antikorpers wird ferner die funktionelle Domane von CDS 6a 
def iniert . 

Die Ergebnisse obiger Versuche sind in Fig. 4 gezeigt: 



In Anwesenheit des Angiogenesef aktors VEGF (50 ng/ml) bilden 
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sich kapillarahnliche Strukturen aus (s. Abb 4a), 
Kapillarahnliche Strukturen auSern sich in Strangen ("tubes"), 
in denen die langlich ausgezogenen Endothelzellen parallel 
angeordnet sind. Diese Strange sind Fischziigen vergleichbar . 
In der Mitte von Fig. 4a liegt eine Region, in der die 
Endothelzellen abgerundet sind. Dies sind keine "tubes" 1 

In Fig. 4b ist das Ergebnis eines Experiments dargestellt, in 
dem die Kapillarbildung in Anwesenheit von VEGF (50 ng/ml) und 
CD66a (150 ng/ml) untersucht wurde. Im Vergleich mit Fig. 4a 
sind fast alle Enodothelzellen an der Ausbildung von "tubes" 
beteiligt. AuSerdem ist ein Verzweigungsmuster erkennbar, das 
fur die weitere Dif f erenzierung des Angiogeneseproz esses 
spricht. CD66a verstarkt somit den angiogenetischen Effekt von 
VEGF. 

In Fig. 4c wurden die Endothelzellen in Anwesenheit von CD66a 
(3 00 ng/ml) und in Abwesenheit von VEGF kultiviert. Es zeigen 
sich kapillarahnliche Strukturen. 

In Fig. 4d ist das Ergebnis eines Experiments dargestellt, in 
dem die Endothelzellen in Anwesenheit des monoklonalen 
Antikorpers 4D1/C2 kultiviert wurden. Die Bildung von 
Kapillaren ist vollstandig gehemmt. Aus diesem Experiment 
folgt, daS der Antikorper 4D1/C2 an eine Doraane von CD66a 
bindet, die fur die Kapillarbildung essentiell ist. 



WO 00/29015 




PCT/DE99/03671 



PATENT ANSPUCHE 

1) pharmazeutische Zusammensetzung zur Beeinf lussung der 
Angiogenese , umf assend 

(a) zur posit iven Regulierung 
ein oder mehrere Stoffe von 

CD66a, CD66a-Fragmenten oder von CD66a 
abgeleitete Glykostrukturen, oder CD66a- 
Liganden, Ligandenf ragmenten oder daraus 
abgeleiteten Strukturen, sowie Substanzen, die 
die Expression von CD66a oder CD66a-Ligand 
induzieren 

oder 

(b) zur negativen Regulierung 
ein oder mehrere Stoffe von 

Substanzen, die die Wechselwirkung zwischen 
CD 6 6 a und CD 6 6a-Liganden hemmen, oder 
Substanzen, die die Expression von CD66a oder 
CD66a-Ligand hemmen. 

2) Zusammensetzung nach Anspruch 1 (b) , dadurch 
gekennzeichnet , daS die Substanzen, die die 
Wechselwirkung zwischen CD66a und CD66a-Liganden hemmen, 
Antikorper, Proteine oder Peptide sind, die spezifisch an 
eine oder mehrere der funktionellen Domanen von CD66a 
oder seiner Liganden binden. 

3) zusammensetzung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der Antikorper ein anti-CD66a-Antikorper sind. 

4) Zusammensetzung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der Antikorper der monoklonale Anti-CD66a Antikorper 
4D1/C2 ist, der bei der DSMZ Braunschweig am 22. Oktober 
1998 unter DSM ACC2371 hinterlegt wurde. 



• # 
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5) Zusammenset zung nach Anspruch 1 (b) , dadurch 
gekennzeichnet, da£ die Substanzen, die die Expression 
von CD66a oder CD66a-Ligand hemmen, anti-sense 
Oligonukleotide oder anti-sense RNA sind. 

6) Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 (b) bis 5, 
dadurch gekennzeichnet , daS sie zur Unterbrechung der 
Tumorangiogenese von Lungen- , Brust- und Dickdarmkrebs 
befahigt ist. 

7) Zusammenset zung nach Anspruch 1 (a) , dadurch 
gekennzeichnet, daS es sich bei den Substanzen, die die 
Expression von CD66a oder CD66a-Ligand induzieren, um 
DNA, die fur CD66a, CD66a-Isof ormen oder CD66a-Fragmente 
kodiert, handelt. 
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According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 

CHEM ABS Data, BIOSIS, MEDLINE, PAJ, WPI Data, EPO-Internal 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



STOFFEL, ARCH0NT0ULA ET AL: "Monoclonal, 
anti -domain and anti -peptide antibodies 
assign the molecular weight 160,000 
granulocyte membrane antigen of the CD66 
cluster to a mRNA species encoded by the 
biliary glycoprotein gene, a member of the 
carcinoembryonic antigen gene family" 
J. IMMUNOL. (1993), 150(11), 4978-84 , 
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cited in the application 
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DRABEROVA L ET AL: "A novel monoclonal 
antibody specific for biliary glycoprotein 
( CD66a )." 
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XP000918084 
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'A' document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the intemationaJ 
filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

P' document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T* later document published after the international fifing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

*Y* document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

*&" document member of the same patent family 
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INTERNA! 

■nfi 



onmntofi a 



AL SEARCH REPORT 

en patent family member* 



lr^^^ .nal 



.nal Application No 

PCT/DE 99/03671 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date- 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



WO 9700954 



09-01-1997 



AU 



6390596 A 



22-01-1997 



Form PCT/ISA^210 (patent family annex) (Jufy 1992) 




* 



international: 



CHERCHENBERICHT 



tales Aktenzelchen 

PCT/DE 99/03671 



C.(Fort»«mjng) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 

Kategone' Bezeichnung der VeroffentUchung. soweit ertofderiich uriief Angabe der in Betracht kommenaen Teile 



Betr. Anspaich Nr. 



HUANG J ET AL: "Expression of biliary 
glycoprotein ( CD66a ) in normal and 
malignant breast epithelial cells." 
ANTICANCER RESEARCH, (1998 SEP-OCT) 18 
(5A) 3203-12. , 

XP000918015 
das ganze Dokument 

BAMBERGER A M ET AL: "Dysregul ated 
expression of CD66a (BGP, C-CAM), an 
adhesion molecule of the CEA family, in 
endometrial cancer." 

AMERICAN JOURNAL OF PATHOLOGY, (1998 JUN) 
152 (6) 1401-6. , 

XP000918049 
das ganze Dokument 

WO 97 00954 A (UNIV TEXAS ;HSIEH JER TS0NG 
(US); LIN SUE HWA (US)) 
9. Januar 1997 (1997-01-09) 
das ganze Dokument 

^TERGUN S ET AL: "CEA-related cell adhesion 
molecule 1: a potent angiogenic factor and 
a major effector of vascular endothelial 
growth factor . " 

MOLECULAR CELL, (2000 FEB) 5 (2) 311-20. , 

XP000918037 
das ganze Dokument 
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FormWaG PCT.1SA/210 (Fortsettung von Biatt 2) (Juli 1 992) 



INTERNATIONALEM^CHERCHENBERICKT 



1 



m 



lales Aktenzetchen 

7DE 99/03671 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

PK 7 A61K38/17 A61K39/395 



Nach der Intemationaien Patentklassifikation (IPK) oder nach der national en Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCH1ERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikatjonssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der interna tionaien Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtj. verwendete Suchbegriffe) 

CHEM ABS Data, BIOSIS, MEDLINE, PAJ, WPI Data, EPO-Internal 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UMTERLAGEN 



Kategorie" Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



STOFFEL, ARCHONTOULA ET AL: "Monoclonal, 
anti -domain and antl -peptide antibodies 
assign the molecular weight 160,000 
granulocyte membrane antigen of the CD66 
cluster to a mRNA species encoded by the 
biliary glycoprotein gene, a member of the 
carcinoembryonic antigen gene family" 
J. IMMUNOL. (1993), 150(11), 4978-84 , 

XP000919461 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

DRABEROVA L ET AL: "A novel monoclonal 
antibody specific for biliary glycoprotein 
( CD66a )." 

FOLIA BI0L0GICA, (1997) 43 (6) 243-4. , 

XP000918084 
das ganze Dokument 

-/— 
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Weitere Veroffentlichungen sind der Forts etzung von Feld C zu 
entnenmen 



ID 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationaien 
Anmeldedatum veroffentlicht word en ist 

*L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentiichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung beiegt werden 
soil oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oderandere MaBnahmen bezieht 

'P* Veroffentlichung, die vor dem intemationaien Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priori tatsdatum veroffentlicht word en ist 



"T" Spate re Veroffentlichung, die nach dem intemationaien Anmeldedatum 
oder dem Priori tatsdatum veroffentlicht word en ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zug run deli eg en den Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

•X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfhnderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkert beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentfichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationaien Recherche 



29. August 2000 



Absendedatum des intemationaien Recherehenberichts 



12/09/2000 



Name und Postanschrift der Intemationaien Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 22 BO HV Rijswijk 
Tel. (+O1-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+O1-70) 340-3016 



Bevollmachtjgter Bediensteter 



Mennessier, T 



Formbtan PCT/)SA/210 (Blatt 2) (Juii 1992) 
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INTERNATIONA f F.R 

Angaben zu Verofferrtlichungen 



^KHER 

ri, a^ur selbenPi 



CHENBERICHT 

PatentfamiJie gehoren 



iales Aktenzeichen 

PCT/DE 99/03671 



lm Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffentttchung- 



Mttglied(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
Veroffentlichung 



WO 9700954 



09-01-1997 



AU 



6390596 A 



22-01-1997 



Fbrmblatt PCT.fSA/2lO(Anhang PatenttamilieKJuii 1992) 



% 0 



f 

i 



VERTRAG UBE 



# 



E INTERNATIONALE ZUS 
GEBIET DES PATENTWE 



: .§ms 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFU 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



NARBEIT AUFDEM 

RECU 20 OCT 




Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
W1554-sch/msl 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des international 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/03671 


Internationales Anme\de<iaturr\(Tag/Monat/Jahr) 
16/11/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
16/11/1998 


Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
A61K39/00 


Anmelder 






WAGENER, Christoph et al. 









1 . Dieser internationale vorlauf ige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbiiche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbiiche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Datum der Einreichung des Antrags 



31/05/2000 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



17.10.2000 



Bevoilmachtigter Bediensteter 
Mennessier, T 

Tel. Nr. +49 89 2399 8687 



J 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03671 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-17 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-7 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/3-3/3 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1 -7 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-7 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-7 

Nein: Anspruche 



% • 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03671 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder I- VIII, Bfatt 2) (Januar 1994) 



% 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03671 



b) 



■ Sektion V 

Neuheit (Artikel 33t2) PCT) 

Der Erfindung betrifft pharmazeutische Zusammensetzungen zur 
Beeinflussung der Angiogenese. In einem Fall kann durch Verabreichung 
von CD66a oder Substanzen, die die Bildung von CD66a initiierten, die 
Angiogenese gefdrdert werden, wahrend im anderen Fall durch die 
Verwendung von Subtanzen, die die Interaktion zwischen CG66a und 
CD66a-!_iganden verhindern, die Angiogenese gehemmt werden kann. 

Solche Zusammensetzungen werden im ermittelten Stand der Technik nicht 
beschrieben. Damit kann der gesamte beanspruchte Gegenstand als neu 
anerkannt werden. 

Erfinderische Tatiakeit (Artikel 33(3) PCT) 

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis von der Erfindern, daB CD66a ein 
potenter angiogenetischer Faktor ist und die GefaGneubildung bei Normal- 
und Tumorgewebe fordert. 

Diese Erkenntnis konnte von einem Fachmann im ermittelten Stand der 
Technik nicht herangezogen werden. Daher kann der gesamte beanspruchte 
Gegenstand auch als erfinderisch erachtet werden. 

Gewerbliche Anwendbarkeit 

Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden An- 
spruche 1-7 gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PCT-Vertragsstaaten 
keine einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von der 
Formulierung der Anspruche abhangen. Das EPA beispielsweise erkennt 
den Gegenstand von Anspriichen, die auf die medizinische Anwendung 
einer Verbindung gerichtet sind, nicht als gewerblich anwendbar an; es 
konnen jedoch Anspruche zugelassen werden, die auf eine bekannte 
Verbindung zur erstmaligen medizinischen Anwendung und die Verwendung 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/03671 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



einer solchen Verbindung zur Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue 
medizinische Anwendung gerichtet sind. 
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PATENT COOPERATION TREPTY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
W 1554 sch/km 


FOR FURTHER ACTION SeC Notification of Transmittal of International 

Preliminary Examination Report (Form PCT/IPE A/4 1 6) 


International application No. 

PCT/DE99/03671 


International filing date (day/month/year) 
16 November 1999 (16.1 1.99) 


Priority date (day/month/year) 

1 6 November 1 998 ( 1 6. 1 1 .98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
A61K 38/17 


Applicant 


WAGENER, Christoph 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



_ sheets, including this cover sheet. 



j— I This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

SSJSSfLS? l e v r Hirl^ der Art" 51 * 35 ( 2 ) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement r KF wu/mys 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


13 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

31 May 2000 (31.05.00) 



Date of completion of this report 

1 7 October 2000 ( 1 7. 1 0.2000) 



Name and mailing address of the IPEA/EP 



Facsimile No, 



Authorized officer 



Telephone No. 



Form PCT/IPE A/409 (cover sheet) (January 1994) 




INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



"ernational application No. 
PCT/DE99/03671 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



| | the international application as originally filed. 

[XI the descri P tion > Pages 1/17 ( as originally filed, 

P a g es „, filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages filed with the letter of 



^ the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-7 



. , as originally filed, 
, as amended under Article 19, 

, , filed with the demand, 

, , filed with the letter of 

, filed with the letter of 



^ the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/3-3/3 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



3 Q This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPE A/409 (Box I) (January 1994) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



lational application No. 
PCT/DE 99/03671 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-7 



1-7 



1-7 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

a) Novelty (PCT Article 33(2)) 

The invention relates to pharmaceutical compositions 
for influencing angiogenesis . In one case, 
angiogenesis can be encouraged by the administration 
of CD66a or substances which initiate the formation 
of CD66a, whilst in another case angiogenesis can be 
inhibited by the use of substances which prevent the 
interaction of CG66a and CD66a ligands. 

Compositions such as this are not described in the 
searched prior art. The claimed subject matter can 
therefore be deemed novel. 

b) Inventive step (PCT Article 33(3)) 

The invention is based on the inventor's discovery 
that CD66a is a potent angiogenetic factor and 
encourages new vessel formation in normal and tumour 
tissues . 

A person skilled in the art would be unable to 
derive this discovery from the searched prior art. 
The entire claimed subject matter can therefore also 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PReEIMINARY EXAMINATION REPORT 





■crnational application No. 
PCT/DE 99/03671 



be deemed inventive. 



c) 



Industrial applicability 



The PCT does not contain uniform criteria for 
assessing the industrial applicability of Claims 1 
to 7 in their present form. Patentability may also 
depend on the wording of the claims. The EPO, for 
example, does not recognise the industrial 
applicability of claims to the use of a compound in 
a medical treatment; it does, however, allow claims 
to the first medical use of a known compound or to 
the use of such a compound in the manufacture of a 
drug for a new medical application. 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



VERTRA 



, ER DIE INTERNATIONALE Z, 
LlF DEM GEBIET DES PATENT 



r^^EN 



ENARBEIT 
ENS 



PCT 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwarts 

W 1554 sch/km 



WEITERES 
VORGEHEN 



siehe Mrtteilung uber die Ubermrttlung des internationalen 
Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
zutreffend, nachstehender Punkt 5 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 99/03671 

Anmelder 



Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

16/1 1/1999 



(Fruhestes) Priorrtatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

16/11/1998 



WAGENER, Christoph et al 



iftTh™^'^ f ! eche ; chenber * c ^ t wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstelft und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Erne Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berlchts 

a ' HM?^ h il i? K r+ der S P rache J st die international Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

□ Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23. 1 b)) durchgefuhrt worden. y ,niern auonaien 

b ' QL?h™ii^ de /i n int ^ nati ° na, e n Anmeldung offenbarten Nucleotld- und/oder Amlnosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

I I in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthaften ist. 

I I zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daG das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarunqsqehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

^ wurde^Jorge^t 36 computerlesbarer Form erf aBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 

□ 

Bestlmmte Anspruche ha ben slch als nlcht recherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 
I I Mangelnde Elnheltllchkelt der Erflndung (siehe Feld II). 



2. 
3. 



Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

PH wird der vom Anmefder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
I | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

|"X~| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

□ wurde der Wortlaut nach Reget 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt Der 
Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 

I I wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] 

I I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 

I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 
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